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Eljéréas j, hatdanyagként humén szdvet
plazminogén aktivétort tartalmazo stabilizalt,
folyékony gyogyszerkészitmény vagy abbol
készult szilard  liofilizétum  eldallitésara,
amelynek soran 0,1 - 50 mg/ml! humén szovet
plazminogén aktivétort vizes oldatban 0,02-
-1 moél/liter argininium-iont szolgaltatd ve-
gyuletet tartalmazd, 4 és 9 kozotti pH-érte-
ket biztosito, gyogyaszati szempontbdl elfo-
gadhato pufferrel és kivant esetben 0,0005-
-1 tomeg/tf.% gyogyészati szempontbdl elfo-
gadhatd, nem-ionos feliletaktiv szerrel és/
vagy egy~- vagy tobbféle gyogyaszati szem-
pontbol elfogadhatd higitdszerrel elegyitenek,
ugy valasztva meg az emlitett anyagokat és
az esetleges adalékokat, hogy a készitmény
klorid-ion tartalma 0,3 mol/liter alatt legyen,
és kivant esetben az elegyet liofilizaljék.

A leirds terjedelme: 9 oldal, 3 rajs, 3 &bra
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A taladlmény térgya eljarés olyan Uj gyogy-
szerkészitmények el6dllitdséra, amelyek a hu-
man szovet plazminogén aktivator (t-PA)
proteint tartalmazzék. Kozelebbrdl, a talal-
many tdrgya eljarés a .t-PA komponens szem-
pontjabdl javitott stabilitdsi és oldhatoségi
tulajdonsédgu gyogyszerkészitmények eldalli-
tasara, amelyek kénnyl liofilizalést, és ezen
keresztil olyan stabil, liofilizalt formék elo—
allitését teszik lehetoveé, amelyek hatékonyan
hasznédlhatok humén terépids célokra.

A human hullék érrendszerébol extrahalt
vaszkuléris plazminogén aktivator instabilita-
sat Aoki [J. Biol. Chem. (Tokid), 75, 1731
(1974)] irta le. Aoki azt taldlta, hogy az akti-
vatort csak nagy natrium-klorid koncentraci-
o0k, kozelebbrdl, kérilbelil 0,5 mélnédl na-
gyvobb nétrium-klorid koncentréacidék stabili-
zéltak.

Binder és munkatérsai [J. Biol. Chem.
254, 1998 (1979)) leirtak, hogy egy tobblépé-
ses tisztitési eljérés sordn magas so- és ar-
ginin-tartalmu pufferek alkalmazésa alapvetd
az emberi hulldk perfuzatjaibol széarmazd
vaszkuléris plazminogén aktivator aktivitasa-
nak fenntartasdhoz. A tisztitdsi lépéseket
0,3 - 1,0 mél néatrium-klorid és 0,1 mdl argi-
nin jelenlétében hajtotték végre.

Radcliff és munkatdrsai [Arch. of Bio-
chem. and Biophy. 189, 185 (1978)] a plazmi-
nogén aktivétor humén plazmabdl torténd el-
kulonitését irtdk le lizin-Sepharose-on vég-
zett - kromatografélassal. Egy kisérletben a
stabilizalt plazmabdl nyert nyers plazminogén
aktivatort lizin-Sepharose-zal elualtak, 0 -
- 0,5 mol, 0,6 molos natrium-kloridban jelen-
lévd arginin gradienst alkalmazva.

Természetes szdvet forrasbdél szérmazéd
humén szévet plazminogén aktivétort ismer-
tetnek Collen és munkatérsai az 1981, decem-
ber 16-4n nyilvénossédgra hozott, 1980. juni-
us 11-i elsébbséget igényld 041766, szamu
europai szabadalmi bejelentésben. A szerzok
olyan tisztitdsi rendszert alkalmaztak, amely
a szovet plazminogén aktivatort viszonylag
nagy tisztasdgban bocsétja rendelkezésre.
Collen és munkatédrsai tanulményozték tiszti-
tott szoévet plazminogén aktivétor készitmé-
nyeik stabilitdsét is, mind folyékony, mind
liofilizélt éllapotban, és azt talaltdk, hogy a
liofilizalt formék reprodukalhatdan labilisak
voltak, még akkor is, ha 0,3 mél nétrium-klo-
ridot tartalmazd oldatokbdl keriltek eldélli-
tésra.

Annak érdekében, hogy a szdvet plazmi-
nogén aktivatorhoz hasonld anyagokat az
egészségugyi dolgozdk illetve a betegek ren-
delkezésére lehessen bocsatani, ezeket
gyogyszerkészitmények forméjaban kell ki-
szerelni. Az ilyen készitményeknek alkalmas
ideig stabilaknak kell lenniuk, alkalmasaknak
kell lenniik humén alkalmazésra, és kénnyen
eléallithatoknak kell lenniuk. Ilyen készit-
mény lehetne példdul egy parenterdlis ada-
golésra alkalmas oldat. Bar sok esetben az
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oldatos gyogyszerkészitményeket folyadek
forméban, koézvetlen adagoldasra alkalmas moé-
don szerelik ki, eloallihatok fagyasztott vagy
liofilizélt forméban is. Az elobbi esetben a
készitményt hasznalat el6tt fel kell olvaszta-
ni. Az utdbbi megoldast gyakran azzal a cél-
lal hasznaljék, hogy a készitmény hatoanya-
génak stabilitasat véaltozo téroléasi korilmé-
nyek kozott javitsak, miutén szakember sza-
méra ismeretes, hogy a liofilizadlt készitmé-
nyek éltaldban stabilabbak, mint folyékony
megfeleldik. Az ilyen liofilizdlt készitményeket
alkalmazés elétt alkalmas, gyogyészatilag el-
fogadhato higitdéanyag(ok), példéul injekciok
esetében steril viz vagy steril fiziologids so~
oldat hozzéadésaval vissza lehet alakitani
eredeti forméjukba, .

A taldlmény stabil humén szdvet plazmi-
nogén aktivator készitmények, kilondsen lio—
filizalt forméban stabil készitmények eléalli-
téséra vonatkozik.

Taldlmdnyunk azon a felismerésen ala- -
pul, hogy az arginin (argininium ionként
torténd) bevitele a szovet plazminogén akti-
vator (t-PA) egy gyogyészatilag elfogadhato
készitményébe szignifikénsan noveli a t-PA
stabilitdsat és oldhatéségat, és - alkalmas
ellenionokkal térsitva - stabil, liofilizalt
kiszerelési formék eloallitésat teszi lehetdvé.

Altaldban a készitmények més kompo-
nenseket is tartalmazhatnak elénybsen olyan
mennyiségben, amely nem akadalya stabil, li-
ofilizalt formék elbéllitdsénak, és olyan,
mennyiségben, amely alkalmas hatésos, biz-
tonségos gyogyszerkészitmények eléallitdséra.

A taldlmény szerinti készitményekben a
pH koérilbelil 4 és 9 kozott kell, hogy le-
gyen, eldonydsen azonban - miutén a keszit-
ményeket gyogyészati alkalmazésra szénjuk -
a fiziolégids tartoményban van, tehat kozel
semleges. Ebben a pH tartoményban az argi-
nin elsddlegesen +1 tHltési protonélt kation
formajéban van jelen, amely .argininium
ion"~nak nevezhetd, Az .arginin® kifejezést
az .argininium ion- kifejezéssel azonos érte-
lemben hasznaljuk, mert a rendszer pH-jénak
kovetkeztében az .argininium ion" ekvivalens

megjelolés.
Az elektromos semlegesség megtartdsa
érdekében az argininium iont ekvivalens

mennyiségl, ellentétes toltésit (azaz negativ)
ionnal kell semlegesiteni. Az ilyen ionokat
.ellenionok "~-nak nevezzik. Az argininium
ion, mas kationos speciesek és ezek kilonbd-
26 ellenionjai kombinécidojét .argininium iont
tartalmazo puffer rendszer -ként jeloljik.
Ellenionként olyan gyogyészatilag elfogadhatd
ionok alkalmazhatdok, amelyek a készitmény
euteptikus és Osszeesési (collapse) hdmérsék-
letet ugy tudjék beéllitani, hogy a készit-
mény kulondsen alkalmassé véljon liofilizéléas-
ra. Ilyen ellenionok példdul az acetat, fosz-
fat, citrét, szukcinat, szulféat, tartarét, ma-
leat, karbonét ionok, és ezek funkcionélis
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megfeleldi. A nem megfeleld ellenionok kozil
példaképpen a klorid iont emlitjuk meg.

Mint mar emlitettik, a feltaldlok azt ta-
laltdk, hogy az arginin (argininium ionként
torténd) beépitése t-PA-t tartalmazé gyogy-
szerkészitményekbe jelentésen noveli a t-PA
oldhatoségét és stabilitasat ezekben a készit-
ményekben. Az arginin-koncentréciok korul-
belul 0,02 mdl és 1 mol, elonydsen korilbelil
0,05 - 1,0 mol, még eldnydsebben korilbelil
0,1 mol és 0,5 moél kozott véltoznak az adago-
ldsra hasznélt oldatban és/vagy a liofilizalt
vagy liofilizalés elotti oldatokban.

Ezen felil a javitott készitmények adott
esetben tartalmazhatnak még egy vagy tobb
nem-ionos detergenst, igy polysorbate 20-t
vagy polysorbate 80-at vagy hasonlokat, k-
rilbelal 0,001 -~ 1 % mennyiségben, a t-PA
stabilitésanak tovabbi javitdsa érdekében.
Ezenkivul egyéb, gyogyészatilag elfogadhato,
szakember szaméra jol ismert vivoanyagok is
részei lehetnek a készitményeknek. Ezek ko-
zé tartozhatnak példaul kilonbozd toltoanya-
gok, tovabbi pufferek, kelatdlo szerek, anti-
oxidénsok, tartdsitoszerek, tarsoldoszerek és
hasonlok, amelyek kozGl példaképpen a ko-
vetkezOket emlitjik: mannitol, trometamin sdk
(.Tris puffer-), dinatrium-edetét, zselatin,
humén szérum albumin vagy mas polipepti-
dek, kulonbozd oligopeptidek, igy glicil-gli-
cin.

A talélmény szerinti t-PA keészitmények-
ben meglepd modon nincs szikség nagy kon-
centracioju, azaz 0,3 mol vagy e feletti nat-
rium-klorid alkalmazésara. So6t, a klorid ion
nagy koncentraciéban vald jelenléte hatré-
nyosan befolyasolja a Jjavitott készitmények
liofilizalhatosagat. Bar bizonyos mennyiségu
klorid ion jelenléte megengedhetd, elényben
részesitjuk a kis, azaz korilbelul 0,3 molnél
kisebb és elonyosen a normél fiziologiai szin-
tet, azaz koralbelul 0,12 mélt meg nem halado
natrium-klorid koncentréciokat. Legelényo-
sebben a taldlmény szerinti keszitmények
egyaltalan nem tartalmaznak klorid iont.

A t-PA .gyogyészatilag hatésos mennyi-
sége" kifejezést olyan mennyiség jelolésére
alkalmazzuk, amely kulonbozd adagolési tar-
toményokban gyogyhatast eredményez. A ké-
szitmények ennek megfelelden korilbelil leg-
alabb 0,1 mg/ml-td]l egészen  korulbelul
50 mg/ml t-PA-t tartalmazé formékban kerul-
hetnek kiszerelésre. Az eldbnyos t-PA kon-
centracio korilbelul 0,4 mg/ml és 5 mg/ml
kozott van. Ha a készitményeket példédul mio-
kardidlis infarktusban szenvedd humén péci-
enseknek kivanjuk adagolni, ezek korulbelll
0,4 mg/ml és 3 mg/ml kozdtti t-PA mennyisé-
get tartalmazhatnak, az ilyen kezelések ese-
tében jelenleg alkalmazott dozis értékének
megfelelden.

A talédlméany szerinti készitmények kiter-
jednek a liofilizélt formakra. A készitmények
eléallitésa a komponensekbdél altalanosan is-
mert gyogyszerkészitmény eléallitési eljara-
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sokkal, énmagukban ismert médon tdrténik.
Hasonloképpen, standard liofilizalasi eljhré-
sokat és az irodalombdl jol ismert liofilizalo
berendezéseket alkalmazunk., A taldlmény
szerinti gyogyszerkészitmények elGallitésara
alkalmazott egyik konkrét eljérés soran (a
standard protein-tisztitdsi rendszerben) a
szamos ismert puffer cseréld eljarés egyikeé-
vel, példaul gél szlréssel tisztitott t-PA-t
alkalmazunk. Ezt az eléonyos eljarést hasznal-
tuk a kovetkezd stabilitési és oldhatosagi
vizsgélatokhoz felhasznélt t-PA izoldléséra és
tisztitasara. Az elénydos modszer alkalmazésa
sorén felhaszndlt t-PA-t rekombinéns uton
modositott Chinese Hemster Ovary (CHO) sej-
tekbdl allitottuk eld, amelyek a CHO sejt te-
nyészet téptalajdn képesek a t-PA kivalasz-
tott termékként torténd termelésére.

Felismertik azt a meglepd jelenséget,
hogy a t-PA-t tartalmazé gyogyszerkészitmé-
nyek szignifikdnsan stabilabb biologiai hatést
mutatnak, ha egyik komponensuk argininium
jont tartalmazé puffer, és az ilyen készitmé-
nyekben nem szikséges a nétrium-klorid je-
lenléte a stabilités biztositdsdhoz, bar 0,3 mol
alatt so-koncentricid megengedett. Egy el6-
nyos megvaldsitési méd esetében a klorid ion
koncentracié 0,1 mol vagy ennél kevesebb. A
természetes pH-tartoményban, azaz kérulbelul
pH 6 és 8 kozott a t-PA oldhatdséga ugy
megnd az argininium ion jelenlétében, hogy.
viszonylag magas koncentracioju készitmé-
nyek é&llithatok eld beléle, az irodalomban ed-
dig erre a célra egyértelmien megkivant
nagy mennyiségl stabilizald so jelenléte nél-
kul is.

A taldlmény ismertetésében hasznélt
_humén szdvet plazminogén aktivator®, .hu-
mén t-PA' vagy .t-PA° kifejezések humén
extrinsic (szovet-tipust) plazminogén aktiva-
tort jelolnek, amelynek elddllitdsa példaul
természetes forrasbdél extrakcioval és tiszti-
tassal (lasd Collen és munkatérsai korédbban
idézett kozleményet) torténik, és rekombi-
néns szovet tenyésztési rendszerekben, az
itt ismertetett modon. Szekvencidja és jellem-
z6i szerepelnek példaul a 93619 szamon, 1983,
november 9-én publikélt eurdpai szabadalmi
bejelentésben, melynek elsébbsége 1982, mé-
jus 5. Lasd még a 41766 széamon, 1981. de-
cember 16-én koézrebocsatott, 1980. junius
11-i elsbbbségli europai szabadalmi bejelen—
tést és Rijken és munkatérsai, Journal of
Biol. Chem., 7035 (1981) koézleményét. A kife-
jezések hasonloképpen a biologiailag aktiv
humén szdévet plazminogén aktivator ekvive-
lenseket is felolelik, amelyek egy vagy tobb
eminosavban kulonboznek az éltalénos szek-
vencigtdl, vagy a glikozilezés mertékében.
Ezek a tulajdonségok fuggnek az alkalmazott,
konkrét tenyésztési korilményektd], és attol
a gazdatol, amelybdl a szdévet plazminogén
aktivatort kinyerjik.

et
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A,  Abra ismertetés
Az 1. abra a t-PA kilonbdzd készitme-
nyekben mutatott stabilitésat szemlélteti,

A 2. ébran az arginin-koncentréciénak a
t-PA oldhatoségara mutatott hatédsa szerepel.

A 3, édbra a t-PA oldhatosagi hatérait
mutatja be az argininium foszfét pufferek
koncentracidi esetében, 6 pH-értéken, 4 °C-
~-on.
B. Liofilizdlas
A készitmény liofilizélésat vagy fa-
gyasztva széritésat a szakember széméara jol
ismert eljérésok és berendezések felhaszné-
léséval végezzik. Jellegzetesen a készitményt
el6szor nyilvédnvald eutektikus vagy Ossze-
esési homérséklete alé fagyasztjuk. Ezutan
vékuumot alkalmazunk, és a liofilizalé polco-
kat melegitjuk, hogy a Jjeget szublimélassal
eltavolitsuk, a polc hémérsékletet és a kamra
nyomédst ugy valasztva meg, hogy a fagyott
massza homérséklete az eutektikus vagy osz-
szeesési homérséklet alatt maradjon mindad-
dig, mig lényegében a jég teljes mennyiségét
eltavolitottuk., Ezt az .elsddleges szaritasi”
fazist kovetden a polcok hdémérséklete tovéabb
emelhetd (kamra nyomés egyideju megvaltoz-
tatasaval vagy anélkil), és a fagyasztva szé-
ritéssal kapott pogéacsa maradék nedvesség-
tartalmét elhajtjuk.

C. S5-2288 vizsgdlat
Az S-2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-p-nitro-ani-
lid + 2HC)) szintetikus polipeptid szubsztréatot

0,01 % Polysorbate 80-at
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t-PA-val hidrolizéljuk, és igy szives p-nitro-
-anilint és tripeptidet é&llitunk elé. A
szubsztrat és a termék (p-nitro-anilin) ké-
zotti  maximélis differenciélis  abszorpcid
405 nm-nél mutatkozik, A p-nitro-anilin ke-
letkezését spektrofotometridsan kovetjuk, a
405 nm-en észlelt abszorpciot az idd fuggve-
nyében vizsgélva. A kapott abszorpcié - idd

gorbe meredeksége aranyos a t-PA
aktivitdssal. A vizsgalatot 37 t 0,2 °C-on
végezzuk,

A vizsgalat soréan 20 - 100 mikroliter t-
-PA mintdt adtunk 1,2 ml reakcidelegyhez,
amely 0,33 mmél S-2288-at, 0,067 mol Tris-
-puffert (pH 7,4) és 0,07 mél néatrium-klori-
dot tartalmazott, és amelyet 37 °C-on 10
percig inkubéltunk. Az abszorpciéban észlelt
véltozéast 1 percig kovettuk, és az aktivitast
a 405 nm-en észlelt abszorpciébodl a keletke-
z0, a gyarto altal standardizalt egyenlet fel-
hasznalasaval:
Aktivitdas (IE, nemzetkozi egység) =

- _OD x 793,65 (higitési faktor)
inkubalési id6é x minta térfogat

D.  Példék

1. példa
Tisztitott t-PA-t 0,2 mg/ml veégsd kon-
centracioig higitottuk, majd egy alikvot min-

tat az 1. tablazatban felsorolt pufferekkel
szemben dializaltunk.

Dializis koncentrécid

tartalmazo dializis puffer NaCl arginin (HCl)

1. 0,01 mél natrium-foszfat pH 6 - -

2. 0,01 mol natrium-foszfat pH 6 0,12 mol 0,2 mol

3, 0,01 mol néatrium-foszfat pH 6 - 0,2 mol

4. 0,01 mdl natrium-acetat pH 5 - -

5. 0,01 mol nétrium-acetét pH 5 0,12 mol 0,2 mol

6. 0,01 mol nértium-acetat pH 5 - 0,2 mol

Dializis utédn a mintakat centrifugéltuk, S0 inkubélés utdn a kezdeti t-PA aktivités

és a feluluszot 1 ml-es alikvotokban liofili-
zaltuk. A lofilizalt mintékat vizzel visszahigi-
tottuk, és a t-PA aktivitdst az S-2288 teszt-
tel vizsgaltuk. Minden visszahigitott mintét
37 °C hémérsékleten tartottunk és kulonbodzd
idépontokban vizsgéltunk.

A kisérlet eredményeit az 1, ébréan mu-
tatjuk be. Mint léthatd, az arginint nem tar-
talmazé rendszerek nem gétoljék meg a t-PA
aktivitds csokkenését az idovel. Azokban a
mintéakban, amelyek 0,2 mol arginint vagy 0,2
moél arginint és fiziologiés mennyiségli klori-
dot tartalmaznak, 4 napos 37 °C-on végzett

55

60

csaknem teljes mértékben fennmarad. Ezek
az eredmények azt mutatjék, hogy 0,2 mol
arginin - natrium-kloriddal egyitt vagy
anélkil - szignifikénsan stabilizélja a t-PA-t.

2. példa

A t-PA stabilitélést az arginin-koncent-
raci6 fuggvényében Ugy hataroztuk meg,
hogy meértuk a t-PA aktivitds csdkkenésének
meértéket kialonbozd homeérsekleteken.

4.
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Készitmény: 1. 1,355 mg/ml t-PA melyeket lezartunk. Az ampullékat 25 °C-on,
0,05 mol natrium-foszfat 37 °C-on és 45 °C-on tartottuk., Minden ol-
pH 6,2 datbol két-két ampullébol mintat vettink a
0,05 mol arginin~-hidroklo- 0., 20., 55. és 160. napon, és a t-PA aktivi-
rid 5 tast az S-2288 modszerrel vizsgéltuk., A
fennmaradd %-os aktivitds természetes loga-
2. 0,498 mg/ml t-PA ritmusét feltuntettik az idé figgvényében
0,03 mol nétrium-foszfat (napok) minden egyes homérsékleten, majd
pH 6,2 kiszémoltuk a sebességi éllandot a linearis
0,2 mél arginin-hidroklorid 10 regressziés analizis alkalmazésaval.
A t-PA stabilités csokkenésének sebes-
A fenti 6sszetétell készitmények 0,5 ml- ségi é&llandodjat (k) két kulonbozd arginin-
-es alikvot mintdit aszeptikus koéralmények -koncentracio esetében és kilonbdzé hoémér-
kozott 2 ml-es Gveg ampullakba toltottik, sékleteken a 2. tadblazatban tuntetjuk fel. '
2. téabléazat

Az arginin hatésa a t-PA stabilitéséra

Készitmény Arginin k (nap™!)

25 °C 37 °C 45 °C
0,05 mol
Na-foszfét pH 6,2 0,05 mol 0,00137 0,0102 0,0167
0,03 mol
Na-foszfat pH 6,2 0,20 mol 0,00043 0,00569 0,01272

Mint lathaté, 0,2 mol arginin olyan se-
bességi allandot eredményez, amely kisebb,
mint a 0,05 mol arginin esetében kapott,
mindegyik vizsgalt homérsékleten, ami azt
mutatja, hogy az arginin—koncentrécié nove-
kedése noveli a t-PA stabilitasat.

3. példa

A t-PA stabilitdasa a nem-ionos feliletak-
tiv anyagok koncentrécidjénak is fuggvénye.
A megfeleld adatokat a 3. tablazat tartalmaz-
Z8.

A t-PA-t 0,01 mdlos Na-szukcinat puf-
ferrel, pH 6,0-on vegzett dializissel csaptuk
ki. A t-PA precipitdtumot centrifugéléssal
gyujtottuk ossze a dializélt mintéabol,

Ezt & csapadékot Ujbdl feloldottuk az
alibbi készitményben, amely valtozo koncent-
récidban tartalmazta a polysorbate 80-at.

Készitmény: 0,2 mol arginin-hidroklorid
0,02 mol nétrium-foszfat
pH 7|2
Polysorbate 80 (0,0005-0,10 %)

Az oldatokat aszeptikus kérulmények

kozott ampullakba toltottuk, és 35 °C-on il-
letve 40 °C-on tartottuk. Minden idSépontban
két-két kémcsobol mintst vettink, és az en-
zimatikus aktivitést az S5-2288 vizsgalattal
vizsgaltuk.

A sebességi allandokat a 10 g (t-PA ak-
tivitas) lineéris regresszios analizisével szé-
moltuk az idé fuggvényében minden homér-
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sekleten. Az eredményeket a 3. tablézatban
adjuk meg.

3. tablézat

A Polysorbate 80 hatésa a t-PA stabilitdsara

Polysorbate 80 k (nap-!)

35°C 40°C
0,0005 0,0055 0,0106
0,05 0,0049 0,0091
0,01 0,0043 0,0088
0,025 0,0040 0,0081
0,05 0,0041 0,0077
0,10 0,0037 0,0075

A tablazat adatai azt mutatjék, hogy

amint a polysorbate 80 koncentracidja né, a
sebességi allando (k) csokken. Ezt az jelzi,
hogy tobb polysorbate 80 jobb stabilitast
biztosit.

4. példa
Tisztitott t-PA-t az alébbi argininium-—
-foszfat puffer készitménnyel szemben diali-

zélva t-PA oldatokat készitettink, amelyeket
tovabbi pufferrel a kivant végsd t-PA kon-
centraciora higitottunk.

5.
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Puffer: 0,02 mol arginin
0,18 mol foszforsav

0,01 % Polysorbate 80 pH 6

10

tunk, liofilizéltunk, majd az ampullékat le-

zértuk. Az ampullakat kilénbdzé homérsékle-
teken taroltuk. Minden idépontban készitmé-
nyenként két-két ampullébdl mintét vettink,

Minden készitménybdl alikvot mintékat 5 es a t-PA ektivitast az S-?288 vizsgélatt:al ]
vettink, melyeket aszeptikus korialmények _ hatdroztuk meg. Az eredményeket a 4. tébla-
kozott 5 vagy 10 ml-es ampullékba toltot- zatban tuntetjuk fel.

4. tdblazat

A t-PA stabilitdasa liofilizélt késziményekben

t-PA 1d6 Maradék % (két mérés atlaga * standard hiba)

mg/mi* pH mo 5 °C 25 °C 30 oC 35 oC 40 °C
1,0 6,0 2,0 102,5:0,0 103,3£2,5 - 102,6+3,0 -
2,0 6,0 2,0 111,320,7 111,120,1 - 114,6+2,2 -
5,0 6,0 2,0 112,0=0,3 112,7+0,6 - 112,311,4 -
1,0 6,0 3,5 98,211,3 - 96,0£1,7 - 917,7:0,01

* A t-PA koncentrécidja a liofilizélés el6tti oldatban.

Ezek az eredmények azt mutatjik, hogy
a t-PA stabil liofilizalt forméban.

5. példa

Korialbelul 0,3-0,5 mg/m]l t-PA-t tartal-
mazé  oldatot 10 mmél nétrium-foszfatot
(pH 17,5), 0,01% polysorbate 80-at és arginin
-hidrokloridot  k{ildnb6z6 koncentraciékban
tartalmazd oldattal szemben dializdltunk. Az
oldhatatlan anyagot 2 perces, Eppendorf mik-
rocentrifugaval végzett centrifugaléssal el-
tévolitottuk. Az oldatban maradt t-PA mennyi-
séget S-2288 vizsgalattal hataroztuk meg. Az
eredményeket a 2. ébra mutatja.

Mar 50 mmol arginin is szignifikénsan
noéveli a t-PA oldhatosagat. A nagyobb argi-
nin-koncentréciok esetében tapasztalt latszd-
lag kisebb oldékonység novekedés azzal ma-
gyarazhatd, hogy a kiindulési anyagban az
eredeti t-PA koncentréacié csak 0,3-0,5 mg/ml
volt, és igy soha nem sikerult elérni a hatér
oldékonységot.

6. példa

A t-PA-t 0,001 mél natrium-szukcinét (pH
6) pufferrel szembeni dializissel csaptuk ki. A
kapott csapadékot centrifugalassal izolaltuk,
majd az anyag mért mennyiségét a kivant
puffer rendszer 1 ml-ében 20 orén &t 5 °C-
on, keverés kézben egyensulyba hoztuk. A
tanulményozott puffer rendszereket ugy
készitettik, hogy az arginint foszforsavval
titrélva 6,0 pH-értéki argininium-foszfait
rendszert hoztunk létre, A torzsoldatokat
vizzel higitva &llitottuk elé a végso, 0,10-
-0,20 mol arginint argininium ion forméjéban
tartalmazo puffer oldatokat. A kivant puffer
rendszerrel végzett kiegyenlitést kovetden a
kapott t-PA készitményeket centrifugéltuk, az
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oldhatatlan anyagok eltavolitésa céljadbol, majd
a feluluszékban az oldott t-PA-t a $-2288
modszerrel hataroztuk meg.

Az eredményeket a 3. &brén szemléltet-
Jiuk. Ha a t-PA teljesen oldhato az eredetileg
hozzéadott t-PA koncentracionél, az oldhato
racioval azonosnak kell lennie. Megforditva,
ha a t-PA nem teljesen oldhatd az eredetileg
hozzaadott koncentracioban, a 3. abra azt
mutatja, hogy 6,0 pH-ju 100 mmolos arginin-
-foszfat pufferben a t-PA korilbelil 2 mg/ml
koncentracidig oldhatd, és nagyobb arginin-
~foszfat koncentrécio esetében az oldhatdsag
jelentésen megnd. Kuléndsen, 6,0 pH-ju,
200 mmolos arginin-foszfat puffernél a t-PA
54 mg/ml koncentrécioban is teljesen oldhatd,
és a hatéroldékonysag nyilvanvaléan ennél is
lényegesen magasabb.

7. példa
Az alabbi argininium-foszfat rendszert

preliofilizalt oldatként é&llitottuk eld.
Preliofilizalt oldat

, mg/ml

t-PA 2,5
L-arginin 87,1
foszforsav 26,8
Polysorbate 80 0,1
pH 7,2

Steril szlrést kovetden kérulbelal 20 ml-
‘es alikvot mintdkat 50 ml-es ampullékba
toltottunk, A liofilizaldst a kévetkezdképpen
végeztik:
a} Az ampullékat liofilizéldé berendezésbe

helyeztik, és -50 °C-on (polc hémeérsek-

B-
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let), kérnyezeti nyomason, 10 oran &t fa-
gyasztottuk.

b) Vékuumot hoztunk létre (kamra nyomés
200 Hgum), és a polc hoémérsekletet

8. példa

Megvizsgaltuk a natrium-klorid hatasat a
liofilizalt arginin-foszfét pogacsédk mindségére.

10 °/6ra sebességgel +7 °C-ra emeltuk, 5 0,8 molos arginin (pH 7) és 0,2 molos arginin
majd 41 oran &t ezen a hofokon tartot- (pH 6) mintékat készitettunk foszfét-
tuk. -s0 forméjéban, amelyek 0,01-500 mmol kon-

c) Ezutén a polc hbémérsékletet +35 °C-ra centrécioban  tartalmaztak nétrium-kloridot.
emeltik, és a kamra nyomast 50 um-re Minden oldat 2 mi-es alikvot mennyiséget
csokkentettilk, majd a rendszert 14 orén 10 10 ml-es ampullakba toltottik, és a kovetkezd
&6t ebben az allapotban tartottuk. ciklust kovetve liofilizéltuk:
Ezutdn az ampullakat ledugaszoltuk, a

nyomést hagytuk visszadllni a Kkornyezeti

nyomés értékre, és az ampullakat eltdvolitot-

tuk a liofilizalé berendezésbél. 15

Liofilizalasi Polchémérséklet (°C) Kamranyomas 1d6 (ora)
lépés {mikron)
Fagyasztés -45 koérnyezeti 10
elsd szerites emelés 20 9/6ra sebes- 50 24
seggel -35 °C-ra
majd 3 °/ora sebes-—
séggel +35 °C-ra
masodik széritas 435 40 26

A kapott anyag minéségét az 5. tébla-
zatban adjuk meg. Az adatok azt mutatjak,
hogy gyodgyészatilag elfogadhatd anyagot csak
olyan Osszetételbdl kapunk, amelynek néatri-
um-klorid koncentracidoja alacsony, és a még
elfogadhatd alacsony nétrium-klorid szint az
arginin koncentracio fuggvénye.

30
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Szakember széméra nyilvanvalo, hogy a
leirtak kulonbozoé modositdsaira van lehetd-
ség, és uz ilyen modositésok is a talalmény
targykoérébe tartoznak.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljarés hatoanyagként humén szdvet
plazminogén aktivétort tartalmazoé stabilizalt, 10
folyékony gyogyszerkészitmény vagy abbol
készilt szilard liofilizétum elbéllitdséra, azzal
Jellemezve, hogy 0,1-50 mg/m]l humén szdvet
plazminogén aktivétort vizes oldatban 0,02-

-1 mél/liter argininium-iont szolgéltatdo ve- 15
gyuletet tartalmazo, 4 és 9 kozotti pH-érté-
ket biztositd, gyogyészati szempontbol elfo-
gadhatd pufferrel és kivant esetben 0,0005-

-1 tomeg/tf.% gyogyészati szempontbdl elfo-
gadhatd, nem-ionos feluletaktiv szerrel és/- 20
vagy egy- vagy tobbféle gyogyaszati szem-
pontbdl elfogadhatd higitoszerrel elegyitink,
Ugy vélasztva meg az emlitett anyagokat és

az esetleges adalékokat, hogy a készitmény
klorid-ion tartalma 0,3 mol/liter alatt legyen, 25
és kivant esetben az elegyet liofilizéljuk,

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras hu-
méan szdévet plazminogén aktivétort tartalma-
z0, stabil, széraz gyogyszerkészitmény eldél-
litdséra, azzal jellemezve, hogy az 1. igény- 30
pont szerint eldallitott vizes oldatot liofili-
zaljuk.

3, Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal
jellemezve, hogy argininium-iont tartalmazo
vegylletként az arginin valamely gyégyaszati 35
szempontbdl elfogadhatd savaddicios sojét
hasznéljuk, argininium-klorid kivételevel.

4. A 3. igénypont szerinti eljérés, azzal
Jjellemezve, hogy az ellenion foszfat.

5. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal 40
Jjellemezve, hogy a humén szovet plazminogén
aktivéatort 0,4-5,0 mg/ml és az argininium-
iont 0,1-0,5 mél/1 koncentraciéban al-
kalmazzuk.

Kiadja az Orszagos Taldlményi Hivatal, Budapest - A kiadésért felel: Himer Zoltan osztalyvezetd
R 4927 - KJK

80.2857.66-13-2 Alfdldi Nyomda Debrecen - Felelds vezetd: Szabo Viktor vezérigazgatd
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Int CI> A 61 K 37/02
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A 61 K 37/02

Int CI3
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